La cinetica enzimatica



e Cinetica chimica /

K, All'equilibrio
A 3 > B .y
I(_1 1 -1
d[A —
Velocita diretta V, = - :Elt] = k,[A] ki["&"]eq - k-i[B]eq
B
o Ko Ble
Velocita inversa v, = - " = k,[B] k_, [A]eq q

Ordine di reazione

[ ordine Vi = Ky[A]
vy = ky[A]?
Il ordine oppure

v, = k[A][B]

Ordine zero vy = ky



La cinetica di una reazione chimica

A—-B
v =k - [A]
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Cinetica di una reazione enzimatica

E+S @«— ES—» E+ P

Bassa concentrazione Alta concetrazione
di substrato di substrato

v = k" [E,]

Pseudo ordine O

Ordine 1 (enzima costante)

v =Kk [E][S]
[S]

Velocita di reazione

Effetto della [S] sulla velocita di reazione



‘La cinetica di una reazione enzimatica

? fase , .
Stato : 2? fase . 3% fase

lpre Sta2|onar|o' Stato stazionario | Fine

Concentrazione

[E]

Tempo C | 181 >> [E],

Prima fase: Stato prestazionario
Legame tra E ed S per formare il
complesso ES

E+S > ES

Seconda fase: Stato stazionario

d[ES]
dt

Terza fase: fine della reazione
Scompare il substrato, [ES]
diminuisce, v diminuisce

Fattori che influenzano la velocita di reazione

E+S%ESLE+P

-1

Allo stato stazionario sara V=k2 [ES]



Cinetica dello stato stazionario



~—— Equazione di Michaelis Menten

k
E+S — ES (veloce) Nella reazione S - P catalizzata da E la velocita
I k., allo stato stazionario sara:
k V... = k,[ES
ES —» E+P (lento) dreces = Ko[ES]
Per I'equilibrio veloce sara:
Ky [ES] : . : -
K = = E libero ed ES non sono direttamente misurabili mentre
k_1 [E][S] in condizioni di [S]>>[E]t sara [S] = costante
K, [Ei.t] misurabile
[ES] = . [EI[S] [Eit] = [E] + [ES]
-1



e SR

Equazione di Michaelis Menten

K, k,[E,][S] k,[ES][S]

[ES] = ([EJ-[ES]D) [S]; [ES] = - ;
k_4 k4 K,
ki[ES][S k,[E S

[(ES + ;[ES][S] _ 1[Eroel[S] ES](1+ k,[S] - ik, [E,..][S] ,

k—i k-1 -1 k-l
k,[E S K,[E S k?
[ES] ( k l+kl[5] ) _ 1[ tot][ ] , [ES] _ 1[ tgt][ ] 1 ;
k, k_, ket k_;+k,[S]
H[E]1S]
k [Etot]l:s] 1 [Emt][s]
[ES] = kl ey ¢ [ES]= Zal P [ES]=— ;
4T 1[ ] k1+)(1[5:| _-1+ [S]

kl /‘(1 kl
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= /Equazione di Michaelis Menten

K_, [E][S] Kd = costante di dissociazione del complesso
T Kd = KM S :

I(1 [ES] Km = costante di Michaelis e Menten

Quindi [ES] [Etgt] [S] Dato che: sara v _ k2[Etot] [S]
= diretta —
Ky + [S] Viirerta = Ko[ES] Ky + [S]
Da cui V__[S]
In condizioni di l'equazione = max

Vmax = kz[Etot]

saturazione finale: Ky + [S]



Equazione di Michaelis Menten
P o e di Micha len ==

Trattamento secondo Briggs-Haldane

Allo stato stazionario, assumendola =51 _ o\ revrar (1 res) 4 irES))
reazione irreversibile, sara: dt
formazione di ES scomparsa di ES
o] - K [E][S] Ponendl?: _ k, + K, - — ([E...J-[ES]) [S]
(k.y + Kk5) M K, : - Ky,
Riarrangiando l'equazione:
[E...1[S] [S] [S]  [E..][S] (ST, [EdlS]
= 2" -[ES] — [ES]+[ES] = [ES] (1+ )=
[ES] ; [ES] K, = K, K, = K, K,
Kuy*[S] . [E.J[S] [E.o:J[S] Ky
— tot ES - ( )
mp [ESI( K, ) <. = [ES] K., Ko+ [S]
Dato che: sara K5 [Eioel[S] V.. [S]
Vdiretta = Da cui: vV =

Vdiretta = kE[ES] KM + [S] KM + [S]
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~— Equazione di Michaelis Menten

—

Vmax[s]
Kw + [S]

Km

e descrive l'interazione substrato-enzima a livello del sito di legame e rappresenta la
concentrazione di substrato al quale la velocita della reazione € meta della Vmax

e da informazioni sulla forza di legame tra substrato ed enzima (affinita). Relazione inversa:
bassi valori di Km indicano una alta affinita mentre alti valori di Km indicano una bassa
affinita. Km comunque € una misura approssimata ma ragionevole di tale affinita la cui
misura € data da Ks che pero e difficile da misurare

Vmax

o ¢ legata a k2 (Vmax = k2[Etot]) e dipende dalla concentrazione dell’'enzima

e |a costante Vmax rappresenta la velocita massima o limitante della reazione, che non
potra mai essere superata indipendentemente da quanto grande diventa la
concentrazione del substrato

K, o Kcat
e ¢ una frequenza (sec-1) e rappresenta il numero di eventi per unita di tempo
e ¢ una proprieta cinetica dell’'enzima
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~—  Effetto della concentrazione dell‘enzima

12
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Vmax e la velocita di reazione a concentrazioni saturanti del substrato. In tali condizioni ogni molecola di
enzima sara legata ad una molecola di substrato interagendo con essa per originare il prodotto alla velocita
piu alta possibile. Raddoppiando le molecole di enzima avremmo il doppio di molecole di substrato legate
all'enzima e un raddoppio della velocita.

Vmax e direttamente proporzionale alla concentrazione dell'enzima mentre Km e indipendente



f Parametri cinetici —
NmMover e

. . . \ . \ . v
Il numero di turnover di un enzima, keat, & la velocitd massimale per  k,,; =k, =M
molecola di enzima per unita di prodotto [E+]
Efficienza enzimatica = kcat [E. 1[S]
. | . . \ . K t
Rielaboando I'equazione della velocita si ha M

Quando [S] << K, allora keat/Ky, € una costante di velocita del secondo ordine ed € una misura
dell'efficienza dell'enzima a basse [S]. Quando ket/Km € 108-10° la reazione e controllata dalla
diffusione.

Enzima Substrato keat (sec) Km(M) Keat /Km (M) (sec?)

Catalasi H,0, 4.0x107 1.1 4.0x107
Anidrasi Carbonica Co, 1.0x10* 1.2x1072 8.3x107
Acetylcholine esterase Aceticolina 1.4x10% 9.0x107 1.6x108
Fumarasi Fumarato 8.0x10? 5.0x10° 1.6x108

Per substrati differenti k_,./K;, € anche il R, k_../ K,, (Msec?)
migli.o.r _mod.o per dgterminare la = T1 ﬁ 5 ||{1 ﬁ Gly 1 3x101
specificita di un enzima. —N—CH-C—N-CH-C

Nell'idrolisi di un legame peptidico per * val 3.6x10°
mezzo della chimotripsina é critica la Leu 3.0x103
natura della catena laterale R1 (la Scissible Phe 1.0x10°
peptide bond

fenilalanina e la migliore)



P —Km-e Kcat -

Il limite massimo per Kcat/Km e circa 108 (M sec!). Da un punto di vista evoluzionistico € un
vantaggio usare al massimo gli enzimi sintetizzati per convertire substrato. Questo avviene
guando [S] € compreso tra 1 e 10 Km (area grigia) mentre a concentrazioni superiori la
velocita e indipendente da [S] e questo impedisce una regolazione metabolica. Quando
[S]<<Km la frazione di enzima attivo € molto bassa € non e vantaggioso sintetizzare enzimi
che non lavorano, indipendentemente dalla loro Kcat.

1.25
Per questo I'evoluzione ha favorito

xE 1 enzimi la cui Km sia paragonabile alla
= concentrazione cellulare di [S].
S o075
E 05 La velocita specifica di reazione
% ' (rate/[E]) & espressa in unita Kcat/Km
24 mentre il substrato € espresso in

0.254 unita Km.

0+ T

001 04 1 10 100 1000
[SI, Km



Determinazione dei parametri
cinetici

Stato stazionario
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— Determinazione dei parametri cinetici

Calcolare la V, a diverse concentrazioni iniziali di [S]
Valutare i livelli di [S] o [P] nel tempo

Utilizzare [S] o [P] che possono essere seguiti facilmente nel tempo
(proprieta ottiche o spettroscopiche)

Uso della curva v/[S]
Misura di V

max

Stima valori di V, ad alti valori di [S]
Disegno della curva

Linearizzazione della curva v/[S]

Disegno della curva facilitato
Stima valori di v ad alti valori di [S]
- Lineweaver-Burk

- Eadie-Hofstee



Lineweaver-Burk
=
Vmax[s] 1 KM + [S] KIVI 1 1
V = Inversione v = = +
Ky + [S] V._..[S] Vimax  [S] Vinax
1 K 1 1
VTV iy,
max  [S] max Facilita di calcolo dei
parametri cinetici
1/v ’ (intercette con gli assi)
Pt ’ Cattiva distribuzione dei
Pt ] punti sperimentali
1/\V g (valori meno attendibili,
max T Pendenza = K./V ottenuti ad alta [S], sono
T — M T max concentrati nella zona
-7 adiacente I'intercetta con

-1/K,y, 0

1/[S]

I'asseY)



Migliore distribuzione dei punti sperimentali

e

r — Eadie-Hofstee (1)
Vmax[S] \ (KM + [S]) = Vmax[s]
V = Trasformazione
Ky + [S] vKy + v[S] =V __.[S]
|
1 Vmax/ K[‘--‘l VKM N V[ST V
v/[s] [s]  [8] e
v Pendenza = - 1/K,, 1
\\\ VJ%M n v _ Vmax
\‘\ Vmax [SM KM KM
/ 1
V Vv Vmax v L
ST Ky Ky



Migliore distribuzione dei punti sperimentali

e

r — Eadie-Hofstee (2)
Vmax[S] \% (KM + [S]) = Vmax[s]
V = Trasformazione
Ky + [S] vKy + V[S] = V., [S]
!
; V max VK, v[,S’T
FH_,_,...-" Mmax + V
v P [S] J;gj max
) v Pendenza = - K, !
\\ VJ%M n v _ Vmax
\\\ Vmax/KH [SM KM KM
./ !
\
v/[s] V = -Kmﬁ + Vinax



V. [S]

max[

= Inversione

Ky + [S]

] Moltiplico per
[S]

L [S]+

\% | %

max max




Reazioni a piu substrati o piu
intermedi



Reazio on intermedio
— ne con ir

iT'substrato S interagisce con lI'enzima E formando il complesso ES e viene convertito nei
prodotti P e Q. Mentre Q e rilasciato immediatamente P forma un intermedio covalente con
I’enzima che in una seconda reazione viene rilasciato (meccanismo a due step)

Ks k2 H20
E+ S &— ES—T"E-P -ILREFE-I- P

k2 ¢ la costante dello step di formazione dell’intermedio E-P (con uscita del primo
prodotto Q) mentre k3 & la costante di idrolisi e rilascio del prodotto P.

- v = [kl (kg + K)JES/IK, (ko) (ko)) + S

reazione e:

e Se la reazione di rilascio dell'intermedio e quella limitante ( k3<<k2) I'equazione
diventa:
v = k3E,S/[K,(ks)/(Ky) +S]
V... = ks, and K =K (ks)/(k,)
e Se la reazione che porta al complesso E-P e quella limitante (k2<<k3)

I'equazione diventa: V= szoS/[KS+ S]
Vmax = kZEo and Km = KS



~ Reazioni-a piu substrati

Meccanismo sequenziale: isubstrati si legano in modo sequenziale:

E
A+Be—=P+Q

E+A<——> EA: EA +B =—— EAB; Meccanismo sequenziale ordinato

EAB e——*> EPQ; EPQ ——> EQ+P;

EFQ «—2 E+Q

E

A+Be«—>P+Q

E+A<—> EA B Q «

N V4

A EAB <:>EPQJP

7 A
E+B<—> EB EQe——> E+Q

Meccanismo sequenziale casuale
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- Reazioni-a piu substrati —

—
Meccanismo a ping-pong: i due substrati non si legano contemporaneamente all’enzima
ed esiste un intermedio E’

E
A+Be—>P+Q

E+Aqe—> EA«—> EP —>» E'+P

E'+Be— EB< —* EQ —>» E+Q

A Q

P B
E K*E'A » E'P jb E' kb E'B jbEQ » E

Meccanismo della reazione catalizzata dalla esochinasi

E
ATP + D-glucoso «——*® ADP + Glucoso-6-P

ATP ADP

E LbEﬁ«TF’ » EP */ /i E-P-glucoso —» E-glucoso-PTb E
v

D-glucoso glucoso-6-P



p

Reazioni-a piu substrati —

'analisi cinetica delle reazioni a piu substrati € laboriosa e complessa.
Per ottenere informazioni sul tipo di reazione si esegue uno studio cinetico tenendo

fissa la concentrazione di uno dei substrati (B) e variando l'altro (A). Dal tipo di grafico
di Lineweaver-Burk ottenuto si puo avere una descrizione del meccanismo.

[B]

[B]

1/[A]
Sequenziale casuale

Ping-pong

1/[A]



La cinetica al di fuori dello stato
stazionario

Cinetica pre-stazionaria
Cinetica rapida



. — CINETICA STATO PRE-STAZIONARIO™

Concentration

[5]

Concentration

Time

/



TN HC e —

rate — —% — Ek[A] In[A], = In[A]y — kt  [A]; = [A]pe ™

Reazione enzimatica a due substrati P trascurabile
A d[A]
ALBEP Iﬂi:&:—ﬂ — k[A][B] — k[P rate = ——— = k[A][B]
k, dt A
i diA] - In[A], = In[A], — k!
eccesso di B rate = ——_— = k[A][B], = kTA] k' = ke[Blo [Al; = In[A], — k't

Variazione di A nel tempo:

Se considero [Ale = [Aloe **
invece la
formazione di P Sostituisco [A];
Al = [Alo— [P} In[A], = In[A], -k m({Alo ~ [Ple) = In[Alo — k't
. P Sos : :
[Aly — [P]; = [A]pe ** Ay — 1 _[ .jtk'* Variazione di P nel tempo:

[Ple = [A](1 — e ¥)



Flow rate
= 10m/'s

Tempo morto (dead time) Tempo massimo (upper time limit)

— signal
mixing chamber \ processor

l detector

reagent syringe

— | _h

sample syringe A - .
syringe drive / stopping syringe
observation cell M by —

|: }.3 Ll".
monochromator * m‘
Q source

stopping block




Variazione dei parametri
cinetici

Temperatura e pH



Variazione | parametri cinetici

Km, Kcat e la selettivita di un enzima dipendono da:

Temperatura:

un aumento della temperatura promuove l'attivita abbassando I'energia di
attivazione. Kcat aumenta sempre con 'aumento della temperatura mentre Km puo
sia aumentare che diminuire. Anche la stereospecificita puo variare con la
temperatura (AG,e differenti per i due isomeri). La struttura flessibile degli enzimi
porta a perdita di attivita con 'aumento della temperatura (denaturazione)

_AH
RT

Temperatura 1 /T Temperatura
alta bassa

Velocita

b Denaturazione Aumento cinetico

optimum

Temperatura




/

/H/Variazione dei parametri cinetici
P :

influenza lo stato di ionizzazione di residui sulla superficie dell’enzima e nel sito
attivo (es. la protonazione dell’istidina del sito attivo della chimotripsina determina
perdita dell'attivita, Kcat=0). Molto spesso il gruppo reattivo nucleofilo &
rappresentato da un gruppo amminico che deve essere non protonato. Il pH puo
anche influenzare la stereoselettivita (alcool deidrogenasi)

Pepsina Tripsina Aceticolinesterasi
— - \ - - ==
(8] "’/ 3 I’ M - -
} ’ \ 1 \ ra
— rs AY \ -~
"{-E 4 » d \ 7
O \\ f! A /,
i N\ \
N ! \ ,f
et \ / y
Q \ / s\
O '*\ ,‘( P
/!
g ‘. N
r ~ ” ~
- - - Sy - — - - -~ .
I | I
2 6 10
P

Forza ionica:

influenza sia gli enzimi, essendo molecole di natura polielettrolitica, sia I'attivita dei
substrati dotati di carica. Influenzando il pK dei vari gruppi dissociabili la forza
ionica puo alterare il valore di pH ottimale.
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Variazione dei parametri
cinetici

Inibitori
Attivatori/modulatori
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— Inibitorienzimatici s

Il legame di molecole che alterano, direttamente o indirettamente, la struttura del
sito attivo modificano la cinetica della reazione: attivatori e inibitori.

—

Si definiscono inibitori quelle molecole che diminuiscono l'attivita di un enzima

Inibitori irreversibili
Modificano in modo irreversibile 'enzima

Inibitori reversibili
Modificano in modo reversibile (in genere attraverso un legame non covalente)
I'enzima
A secondo delle loro caratteristiche si distinguono in:

Inibitori competitivi
Inibitori non competitivi

Inibitori acompetitivi



Inibitori competitivi

Gli inibitori competitivi sono molecole simili al substrato che occupano lo stesso sito
di legame del substrato competendo con esso. Interferiscono quindi nella

formazione del complesso ES

Ky

S ¢« ®» ES —P» E+P Ky =

47
E+< )
Lo»

I El

['inibizione & rimossa aumentando
la concentrazione di S

[SI[E]
[ES]

[T][E]
[EIT

E+ P

Reazione L'enzima lega L'enzima rilascia
Substrato il substrato i prodotti .

A

Inibizione competitiva

Inlbltor

=

L'enzima lega L'inibitore compete
I'inibitore con il substrato




= In'b'tﬂﬂ\C@’\petltlw =

Senza inibitore Senza inibitore

Vmax [S] 1 KM - 1
Vo= = -+
KM + [S] v Vmax [S] Vmax
Con inibitore Con inibitore
Vinax [S]
max K I 1 1
V= L= P (1+ L] ) +
[1] V (. K, [S] Vimax
Ky (1 + ) + [S]
2
- ,-fij ‘\
jfff [I]
[1] 3
/
o
lf‘{vn‘ax ;".
'S] -1/Kyappy O 1/[S]




nlbltorlwm DetItI\LI/

Gmn competitivi

M
sono molecole che occupano g 4 g HI
siti diversi dal sito di legame
del substrato. I loro legame  + 1
comunque impedisce
l'attivita alterando la K Ti
conformazione del sito K
attivo. Non interferiscono EI + S HI

nella formazione del
complesso ES mentre viene
ridotta la quantita di enzima
cataliticamente attivo. Vmax
diminuisce mentre Km &
inalterata.

L'inibizione non puo essere rimossa
aumentando la concentrazione di S

Se le Ki nei confronti di E e ES sono
diverse I'inibizione viene definita mista e
vengono alterate sia Vmax che Km

ES — ®» E+P ) [SI[E]

+ 1 " [Es]

‘HKi . [E [es]
| [EI] [ESI]

ESI

Reazione L'enzima lega L'enzima rilascia

i prodotti ”

Substrat? il substrato
Sito
ttwo
Enzima :>

Inibizione non competitiva
L'enzima lega

Suhstram_y prima l'inibitore

7
¢

attivo
L'enzima lega
prima il substrato

Il cambiamento
conformaznonale
el sito attivo inibisce

l'ingresso del substrato 9
L'enzima lega I' |n|b|torQ

E>'| sito attivo cambia
conformazione ed
il substrato viene espulso

Enzima

AN

Inibitoreﬁ



Inibitori non competitivi

Senza inibitore

za inibitore

Vmax [S]

V = 1 _ Ku - + !
KM + [S] Con inibitore v Vmax [S] Vmax
V
max [S] Con inibitore
[1]
K (1], 1 1 I
(1+ K ) 1w (1+—)—+—(1+u)
v | V V., K, [S] Vimax K,
Ky, + [S] > g
///
» [1]
///
»
- \\ N, |2
[1] -
,-'///
////
P

[S] -1/K,, 0 1/[S]



-~ Inibitort-acompetitivi —
s
Gli inibitori acompetitivi sono
molecole che possono legarsi Ky
unicamente al complesso enzima- E+5S 4"' ES —P® E+P
substrato (ES). Il legame del substrato 4T
all'enzima libero induce una
modificazione conformazionale che e
rende accessibile il sito per l'inibitore.
Un inibitore acompetitivo ha effetto sia

sulla Vmax (che diminuisce), sia sulla ESI

Km.

A differenza dall'inibizione competitiva, la Km

diminuisce all'aumentare della [I]: L S
apparentemente, quindi, I'affinita dell'enzima - 4

per il substrato aumenta.

L'inibizione acompetitiva & quindi pitt marcata
ad alte concentrazioni di substrato: aumentando
la [S], infatti, aumenta la [ES], la forma alla quale
si lega l'inibitore.occupando siti diversi dal sito
di legame del substrato. Il loro legame
comunque impedisce 'attivita alterando la
conformazione del sito

ol



—— Inibitoriacompetitivi ——

: VITIE]X [S] K 1 1
V = e 1
Senza inibitore L M +
KM + [S] V Vmax [S] vmax
Vmax
[1] [S] Con inibitore
(1+ ) 1 K 1 1 [1]
V = I = — M + (1+ )
KM vmax [S] Vmax Ki
m
1+
(1+- ) -
[1]
> 1’Kvmax
[1]
[S] -1/Kaop) 0 1/[S]




Tipo di inibizione

Nessuna

Competitiva

Non
competitiva

Mista a#a'

a=a'

Acompetitiva




P —Inibitori

/

Diisopropil fluorofosfato (DFP) Sarin

CH CH

)\3 F CH, )\3
o I .

| |
@)
é’f 0 CH, O Of;’ CH,

Inibiscono gli enzimi contenenti un residuo di serina nel
sito attivo (es. serin proteasi)

Acido clavulanico

Penicillina

R\r"o o I—L;’ GOOHH
N\
HN s N—N
CH, p—
* ~0
/—N-____%CHB H CHEOH
D \

CH,

Parathion

07 ™0
5

Analogo al DFP ma attivo sulla
acetilcolinesterasi degli insetti

Fluorouracile

Inibitore suicida della beta-

Inibisce gli enzimi coinvolti nella
sintesi della parete batterica

lattamasi (enzima che
inattiva la pemicillina)

Inibitore suicida della
timidilato sintasi


https://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj-9IGh_IjeAhWP_aQKHfIfDn4QjRx6BAgBEAU&url=http%3A%2F%2Fks26686.kimsufi.com%2Fstabilis%2FMonographie.php%3FIdMolecule%3D44%26IdOnglet%3DBiblio%26codeLangue%3DAR-ar&psig=AOvVaw1fe7QU9m7vE7bkq1DC8DLM&ust=1539710862617890

ENZ
Ser195

Hx
H,C CHg

Diisopropylphosphoflouridate DIP-enzyme
DIPF

CH,CH; CHy
| o

0 0
;A\ I—gono-o—j>7 |
OQNOO—P=S 5—P=5
= | HyCH,C—0—C |
1 9
CH CH

HCH; 0 H;

Parathion M alathion

Inibitori suicidi




Penicillina
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Analogia strutturale tra il dipeptide D-Ala-D-Ala (substrato della transpeptidasi)
e l'anello B-lattamico delle penicilline
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L'acido folico & una vitamina idrosolubile del gruppo B12 necessaria per tutte le reazioni di sintesi,
riparazione e metilazione del DNA, per il metabolismo dell'omocisteina e per altre importanti reazioni

biochimiche (trasferimento di gruppi -CH3, -CH2 e -CHO)
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Inibitori della biosintesi dell’acido folico
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Inibitori competitivi della diidrofolato reduttasi
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